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北海道の多血条虫由来antigen　Il／3（ELP）の
　　　　　全長cDNAクローンの構造解析
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　ヒトのエキノコックス症は包虫属のE6勿η06066鷹
膨4／観062虚言（多包条虫，Em），　E　8・塀η％／05郷（単包条
虫，Eg），　E”og詔そしてEo♂忽諺加粥の幼虫寄生を原
因とする寄生虫症である1）．これらのうちEgは全大陸に
分布し，ヒト及び家畜に発生する人畜共通寄生虫感染症の
原因となり1），畜産業従事者を中心に公衆衛生上の大きな
問題となっている2）．一方，Emは北半球に分布し，わが
国においては北海道に見られるもので，多包性エキノコッ
クス症（AE症）の原因となっている．近年は，媒介動物
であるキタキツネの感染が道内全域に広がり，住民からの
AE症発生も全道に広がってきている3）．北海道ではAE
症対策として血清診断による住民検診が行われている．こ
の血清診断用抗原には，実験的にコトンラットに感染増殖
させたEmの幼虫組織（シスト）から抽出・調製された
粗抗原が用いられている．粗抗原であるためにEm由来
の抗原成分の大半が含まれているので，マススクリーニン
グ用の抗原としては偽陰性率が低く優れている4）．しかし，
ロットごとの抗原性の変動があるほか，近縁の寄生虫との
交叉反応がみられるなどの課題も抱えている4）．1999年の
感染症法施行以来，AE症は四類感染症に分類され，日本
では稀少輸入症例である単包性エキノコックス症（CE
症）5）も含めて届け出対象になった6）．CE症については今
後，国内外のヒトの往来増加に伴って患者が増加すること
も予想される7＞ことから，これら2疾患の鑑別診断の重要
性は以前にも増して高まった．これまで，幾つかのグルー
プがAE症の鑑別診断に用いることのできる抗原の探査を
進め，antigen　II／3（EM　10）が感度・特異性ともに高い
と報告されてきた8－13）．また，Em　18も最近この抗原の断
片であると報告された14）．先に我々は，北海道根室分離株
由来の　Emシストから発現型cDNAライブラリーを構
築して，陽性血清によるスクリーニングを行い，一部の候
補クローンの中にAE症血清診断に特異性が高いとされる
antigen　ll／3のcDNAクローンを見出した4・15）．今回，
我々が得たantigen　II／3のcDNAクローンについて構造
解析を行い，コード領域の全長と3’側非コード領域を明
らかにした．また，推定されるアミノ酸配列から近縁の寄
生虫の相同タンパク質との類似性を示した．
方 法
1．antigen　ll／3のcDNAクローンの解析
　我々は先にEm感染コトンラットより摘出したシスト
由来のmRNAをもとにラムダファージ・ベクターを用い
て発現cDNAライブラリーを作製した4・16＞．これについて
AE症患者血清を用いたスクリーニングを行い，陽性ク
ローンを368個選別した4・15）．これらのクローンのうち24
個について二次スクリーニングを行い，既に二次スクリー
ニングを行った36個15）と合わせてプラスミドDNAの調
製及びクローンcDNAの塩基配列の決定と解析を既報の
方法4・15）で行った．
2．GST融合タンパク質としての発現
　antigen　II／3のコード領域（559アミノ酸残基）のうち
N末端領域（1～231残基）を増幅するためのプライマー
を用いて，PCR法で当該領域のDNAを増幅した．　GST
融合タンパク質ベクターに組み換え，GST融合タンパク
質として発現を試みた．SDS－PAGE及びウェスタンプ
ロット法により解析した．
＊北海道大学大学院歯学研究科
結果と考察
　二次スクリーニングで得られた陽性クローンをもとにプ
ラスミドDNAを調製し，組み込まれたcDNAの塩基配
列を解析した．塩基配列データが得られた54個のcDNA
についてDDBJ／EMBL／GenBankに登録されている
DNA塩基配列データと照合して遺伝子の同定を行った．
これらのうちタンパク質をコードする47クローンについ
ての結果をTable　1に示す．今回の検索では，18個の未
知クローンが検出されたが，新規の有用な抗原が含まれて
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Table　l　Classification　of　Positive　Clonesema　6－1－1
Number
of　clones Antigen　protein　gene
5
5
6
10
1
1
1
18
ELP／antigen　II／3（Eg10－like）
actin　filament　fragmenting　Protein
glutathione　S　transferase（GST）
fructose－bisphosphate　aldolase
antigen　B
elongation　factor　l
thioredoxine　peroxidase
unknown
一　　　　　⇒　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　一　　　　一　　　　　　　　　　　　一　　 　　　　　一　　 　　 　　　　　　　　一　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　一
ema　10－1－1
ema　30－1－1
ema　31－1－1■■〉一一一
ema　42－1－1
5τ 一
いる可能性があるため，今後，それらの詳細な解析を進め
ていく予定である．その他，既報15）のグルタチオンSト
ランスフェラーゼ（GST），アクチン・フィラメント断片
化タンパク質（AFFP）及びantigen　II／38，11）（ELP17），
EM　109））に加えて，フルクトースビスフォスフェート・
アルドラーゼのクローンが多数見出された．さらに，
antigen　Bも1クローン検出されたが，　antigen　II／3等に
比較して弱い血清反応を示した．
　AE症診断用抗原として優れているとされるantigen　II／
3については5個のクローン（クローン番号：ema
6－1－115），10－1－115），30－1－115），31－！－115），42－1－1）が得
られた．Fig．1にこれら5個のcDNAクローンといくつ
かのサブクローンについて，シークエンスを行った部位を
示した．この図が示すように，最長クローンであるema
6－1－1について5〆末端の非コード領域を除いて既登録9・11）
のものとほぼ一致する，翻訳開始コドン以下のコード領域
と3■末端領域の全長が得られたことが明らかとなった．
推定される翻訳開始コドンの存在する第2エキソンから
3〆末端の第10エキソンまで，エキソン・イントロン基本
構造はELP（EM　10）に一致した’7）（図は省略）．3■末端
の2塩基については，各クローン間で異なったが，これは
既に指摘したように，本研究に用いたcDNAライブラ
リー作製法に起因すると考えられる16・’8）．一方，3ノ末端か
ら6，7塩基の位置の配列は既報のELP遺伝子17＞や
・EM　109）の配列CGと異なり，本研究で我々が得た5ク
ローン中3’宋端の塩基配列を調べた3クローンで一致し
てGCであった．その他の塩基配列はELP（EM　10）に
一致した．
　タンパク質コード領域の塩基配列から推定されるアミノ
酸配列は559残基からなり，既報のantigen　II／3の全長II）
及びEM　109）のアミノ酸配列と一致した．これをEg由来
のEg　10及び比較的近縁種であるテニア科の無鉤条虫
（7擁痂σs㎎珈劾のミオシン様タンパク質（MLP）及
び有鉤条虫（7＝so伽〃z）のtegulnent　proteinと比較した
のがFig．2である．さらに，これらにマウスなど4種の
生物種を加えて相同タンパク質の系統樹解析を行ったのが
Fig．3である．2つの図が示すように，　Emのantigen　II／
3’
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Fig．1　Sequencing　Strategy　of　cDNA　CIones　for
　　　　Ecわ1ηococcαs　mσ’亡〃ocα’∂r／s　Antigen　II／3（ELP）
　Bold　arrows　represent　the　direction　and　length　of　the　sequenced
stretches．　Thin　Iines　show　unsequenced　regions．　Scale　Qn　the
bottom　indicates　the　length　in　nucleotide　residues　from　5■to　3’
erld．
3タンパク質はEgはもとより無鉤条虫・有鉤条虫の相同
タンパク質とアミノ酸配列レベルでの相同性が高いことか
ら，患者血清との反応においてこれらのタンパク質は抗原
として互いに交叉する可能性が高いと考えられる．実際，
Benitezらは無鉤条虫症患者血清がEM　10抗原と交叉反
応すると報告している’9）．これに対して，CE症の場合に
は，患者の10％以下という少数がantigen　II／3と反応す
るのみで，血清診断には適していないとされている1D．
Emは侵襲的でヒト組織との接触が密接である20）のに対し，
Egは比較的ヒト組織との直接接触の度合いが少ない21）と
いう病理組織学的な違いによるとの考察がなされている．
この理由から，CE症では患者血清中にantigen　II／3に対
Sj　e㎜aa　seq
Mm　moesin　aa　seq
XI　moesh｝aa　seq
Dm　moesin　aa　seq
Tsa　MLP　aa　seq
Tso　TP　aa　seq
Em　ELP　aa　seq
3503
Eg　10　aa　seq
Fig．3　Phylogenetic　Dendrogram　of　Proteins
　　　Homologous　to　Em　ELP
　Abbreviations　are　Sj：S6耽’oso〃zαブ妙。耽襯，　Mm：M％s窺％s一
‘％嬬，XI：X餉（ψ％s娩麗3，　Dm＝1）名os（ψぬ磁吻8♂伽09αs‘67，　Tsa：
乃6蛎αs㎎初α彪，Tso：距6痂αso伽物．
　DDBJ／EMBL／GenBank　accession　numbers　are　U13986（Sj　erm），
NM＿010833（Mm　moesin），　U29763（Xl　moesin），　L38909（Dm
moesin），　X97000（Tsa　MLP），　AJ581299（Tso　teg　protein），　and
Z29489（Eg　10）．
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Fig．2　Alignment　of　Amino　Acid　Sequence　ofεcわ’ηococcσs　mσノ亡〃ocα1∂rls　Antigen　Il／3（ELP）and　Related　Proteins
　Em　ELP，　E6勉ηooo66％s挽〃魏06πZα万s　antigerl　II／3　from　the　HQkkaido　isolate．　Eg10，　E6痂πooooo％5　gη撒Jos粥antigen　II／3（Z29489）．　Tsa
MLP，：τ如π珈8αg珈磁myosin・1ike　protein（X97000）．　Tso　TP，7海磁αso♂ゴ襯tegument　protein（AJ581299）．
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する抗体産生が低頻度であると考えられる．
　Antigen　II／3タンパク質を組換え抗原として血清診断に
応用するには，その内部領域の比較解析により診断用抗原
に最も適した領域を明らかにすることが必要である．そこ
で，これまで報告のないN末端領域をGST融合タンパク
質として発現させ，ウェスタンプロット法で検出を試みた
が，不溶性画分にのみ検出された4）．今後，GST融合タン
パク質発現系以外の方法も用いて検討を試みる予定である．
　本研究は平成13年度より開始された重点領域特別研究
「遺伝子操作・細胞融合技術によるエキノコックス症診断
用抗原の生産」の一環として行われたことを付記する．
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